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常性を維持する上で非常に重要な分子であるといえる．AQPの分子構造は 2つの NPAモチーフと 6回膜貫通領域からなり，
この NPAモチーフが厳密な水分子の選択性に貢献することが知られている．一方，AQPの中でも，AQP3，7，9及び 10 は
glycerol 等の低分子化合物を輸送することから，aquaglyceroporin と呼ばれる．これら aquaglyceroporin 類による
glycerol 輸送は，基質濃度に対して飽和性を持たないチャネル様輸送機能によるものと考えられてきた．ところが，本
研究室における glycerol 輸送特性の検討の結果，肝臓に多く発現する AQP9は促進拡散型 glycerol キャリアとしての性
質を示し，小腸に多く発現する AQP10 は，glycerol キャリアの性質とともに，glycerol チャネルとしての性質も備えた
双機能性を示すことが明らかとなった．他の aquaglyceroporin 類（AQP3，AQP7）に関しても，同様な glycerol輸送特性
が予想されるところであり，glycerol 類似の薬物等の輸送への関与の可能性と併せて，非常に興味深い検討課題である
といえる． 















1．AQP7による glycerol 輸送の速度論的特性 
初めに，ヒト AQP7 を介した glycerol 輸送特性を検討す
るにあたり，AQP7安定発現 MDCKII 細胞株を樹立した． 
AQP7 発現 MDCKII 細胞において，取り込み時間の経過に伴
い[3H]glycerol の取り込みは著しく上昇し，取り込み開始
後 20分程度までその線形性を確認することができた（Fig. 





細胞における glycerol 取り込みから mock 細胞におけるそ
の値を差し引くことにより，AQP7 特異的な取り込みとして
評価した． 










の結果（Fig. 2），AQP7特異的な glycerol 取り込みクリア
ランスは，取り込み試験液中の glycerol 濃度の増加に伴い
減尐し，1‐10 mMにおいてはほぼ検出不能なレベルに低下




に当てはめ，ミカエリス定数（Km）を求めたところ，その値は 11.9 µM と算出された．これは，同じ aquaglyceroporin
類であるヒトの AQP9（9.2 µM）及び AQP10（10.4 µM）と同程度の値であり，glycerolの親和性の面では良く似た性質を
有するものと考えられる．また，その Km値は血漿中 glycerol濃度（100 µM 程度）の値とも比較的近いといえ，血漿中レ
ベルの変化に対応して輸送効率を変化させ，glycerolの細胞に取り込みの制御に関わっているものと推察される． 
また，aquaglyceroporin 類について，urea等の glycerol以外の基質を輸送するとの報告がされており，本研究室の過
去の報告からも，urea は AQP10 において，チャネル型の輸送メカニズムにより運ばれることが示唆されている．これを
受け，AQP7特異的な ureaの取り込みについても検討した．しかし，今回の AQP7発現 MDCKII細胞での urea取り込みは，
mock 細胞での取り込みと同程度であり，AQP7 特異的な urea 取り込みはみられなかった．AQP10 による urea 輸送がチャ
ネル型であることを考えると，glycerol 輸送の濃度依存性の検討から示唆されたように，AQP7 はチャネル型の輸送メカ
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Fig. 1. Time course of glycerol uptake in MDCKII cells 
stably expressing AQP7 
The uptake of [3H]glycerol (0.05 µM) was evaluated at 
37°C and pH 7.4. Data are presented as means ± SE  
(n = 3).  
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Fig. 2. Concentration dependence of glycerol uptake by 
AQP7 stably expressed in MDCKII cells 
The specific uptake of [3H]glycerol was evaluated for 
5 min at 37°C and pH 7.4. The Vmax and Km are 406 ± 33 
pmol/min/mg protein and 11.9 ± 1.2 µM, respectively, 
as the computer-fitted parameters with SE. Data are 
presented as means ± SE (n = 3). 
ニズムを持たないため，urea輸送能を持たないものと推察される． 
 
2．AQP7による glycerol 輸送の制御因子 
AQP7 による glycerol 輸送の制御因子に関して，まずイオン要求性を調べるため，取り込み試験液中の NaCl を他の塩
類等で置換し，検討を行った．Na+イオンの K+イオンや cholineイオンへの置換による AQP7特異的取り込みの変化は観察
されず，Na+イオン依存性はないものと示唆された．過去に当研究室における検討から，ヒト結腸癌由来 HCT-15細胞に発
現する Na+依存型の glycerol トランスポーターの存在が示唆されているが，AQP7 はその種のトランスポーターとは分子
的に異なるものと考えられる．一方，取り込み試験液中の Cl-イオンを gluconate イオンに置き換えたとき，取り込みが
半減し，Cl-イオンの取り込みへの関与の可能性が示唆されたが，NaCl の mannitol 置換においてはその取り込みに変化
がみられないことから，AQP7 による glycerol 輸送が Cl-イオン依存性を示すのではなく，gluconate イオンそのものが
輸送阻害活性を有する可能性があるものと考えられる． 
また，取り込みの至適 pHについても検討を行った．取り込み試験液の pH5.5‐8.0の条件において，AQP7特異的 glycerol








3．AQP7による glycerol 輸送に対する各種阻害剤の影響 
AQP7 の基質認識特性を明らかにすべく，glycerol 類似
化合物及びアルコール類による阻害効果を調べた．












するものである．また，前述の monoacetin や monobutyrin
も 1,2-propanediol と同様の 1,2-diol 構造を有すること
と併せ，AQP7 による認識において 1,2-diol 構造が重要で
ある可能性が考えられる． 
 
4．AQP7による glycerol 輸送に対する glycerol 誘導体の阻害様式の評価 
AQP7 による glycerol 輸送に対して，glycerol のエステル誘導体等が強い阻害効果を示し，また，認識要件としての
1,2-diol構造の関与が示唆されたことを踏まえ，一連の glycerol 誘導体の阻害効果に関してさらに詳細な検討を加える
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Fig. 3. Effect of various alcohols on glycerol uptake 
by AQP7 stably expressed in MDCKII cells 
The specific uptake of [3H]glycerol (0.05 µM) was 
evaluated for 5 min at 37°C and pH 7.4 in the presence 
of an alcohol (10 mM) or in its absence. The control 
value was 0.55 pmol/min/mg protein. Data are presented 
as means ± SE (n = 3). * p < 0.05 compared with the 
control. 
み試験液中の阻害剤濃度を変化させることによって低濃度（0.05 µM）での glycerolの取り込みクリアランスへの影響を
調べた．その結果，glycerol のモノ及びジアシルエステルである monoacetin，diacetin，monobutyrin 及び diglycerol
は，高濃度域（1‐10 mM）においてほぼ完全に glycerol 取り込みを阻害したが，一方，トリアシルエステルである triacetin
及び tributyrin の阻害効果はごく弱かった（Fig. 4）． 
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Fig. 4. Effect of various glycerol derivatives on glycerol uptake by AQP7 stably expressed in 
MDCKII cells 
The specific uptake of [3H]glycerol (0.05 µM) was evaluated for 5 min at 37°C and pH 7.4 in the 
presence of a glycerol derivative or in its absence. Data are presented as means ± SE (n = 3). 
* p < 0.05 compared with the control. 
 




た．したがって，これらの glycerol 誘導体は glycerol と競合す
る基質として AQP7 に認識されている可能性が高いと考えられる．


















Table 1. Inhibition constants (Ki) for the 
inhibition of glycerol uptake by AQP7 stably 
expressed in MDCKII cells 
Inhibitor Ki (µM)  
Monoacetin 134 ± 17  
Monobutyrin 80 ± 18  
Diacetin 420 ± 111  
Diglycerol 312 ± 69  
 
Data are presented as means ± SE (n = 4).  
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論文審査の結果の要旨 
aquaglyceroporin 類は水/glycerol チャネルとされてきたが，glycerol 輸送に関しては，非飽和性を特徴とするチャ
ネル様機構ではなく，飽和性を特徴とするキャリア様機構が共通する主要な機能特性として見出されつつある．これは，




ヒト AQP7を導入・発現させた MDCKII細胞を用いた各種試験により，AQP7を介した glycerol 輸送は，温度依存性かつ
飽和性という特徴から，キャリア様機構によるものであることが示唆された．また，部分的なチャネル様機構の関与もな
いことが示唆された．さらに，2 次性能動輸送の駆動力となる典型的なイオン類である Na+，H+，Cl-の影響を受けないこ
とから，AQP7は促進拡散型 glycerol キャリアとしての輸送機能特性を持つことが強く示唆された． 




以上のように，促進拡散型 glycerol キャリアとしての AQP7の機能の新たな面を見い出すことができた．また，基質認
識特性の把握を進展させることができた．これらは，glycerol動態における AQP7の生理的役割の理解の進展を図ること
に加え，glycerol 類似の薬物等の体内動態における AQP7 の役割を探り，また AQP7 のドラッグデリバリーへの利用の可
能性等を探るための基盤となる価値ある成果である．論文での表現もほぼ妥当であり，博士論文として合格であると判定
する． 
